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Последние 25 лет наши представления о физиологии адипозной ткани полностью изменились. Жировая ткань рассматривается не только как депо хранения липидов, но и как ткань, обладающая ауто-, пара- и эндокринными эффектами [1]. Адипоциты испытают постоянные изменения в течение всей жизни, которые определяются и генетическими факторами, и нутриентным статусом организма. Это делает жир чрезвычайно динамичной тканью [2]. Процесс дифференциации  адипозной ткани (адипогенез) вовлечен в физиологические и патофизиологические состояния, для коррекции которых необходимо определить и терапевтические, и превентативные стратегии как при избытке адипозной ткани (ожирение), так и при  ее недостатке (липодистрофия и липоатрофия). 

Каскад транскрипционных событий адипогенеза
A. Клеточное развитие

На первой стадии адипогенеза из мультипотентных эмбриональных стволовых клеток мезодермального происхождения (MSCs) образуются преадипоциты, способные дифференцироваться в адипоциты, хондроциты, остеобласты или миоциты.  Дифференцирование преадипоцитов в зрелые адипоциты строго регулируется и проходит обязательные стадии (Рис. 1) [3]. После появления контакта клетка-клетка ранние преадипоциты первого порядка увеличиваются и экспрессируют ранние гены, например α2Col6 (α2 цепь коллагена 6), инсулино-подобный фактор (IGF)-I и липопротеинлипаза (ЛПЛ). После митоза и клоновой экспансии, преадипоциты второго порядка останавливаются в росте. Только  остановленные в росте преадипоциты могут дифференцироваться в зрелые адипоциты. Эта способность дальнейшего дифференцирования зависит от экспрессии ранних и промежуточных маркеров дифференцирования, например протеинов  C/EBP, ADD1/ SREBP1 [4; 5] (рис. 1). 
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Рис. 1.  Клеточное развитие и экспрессия генов в процессе дифференцировки адипоцитов. Сокращения: ADD1 – адипоцитарный,  от детерминации- и от дифференцирования-зависимый фактор 1; C/EBPα =  CCAAT-энхансер –связывающий протеин-α; PPARγ - рецептор, активируемый пролифератором пероксисом - γ; RXR -  ретиноидный  рецептор X; ADD1/SREBP – стерольные  протеины,  связывающие регуляторные  элементы; STAT - сигнальные трансдукторы и активаторы транскрипции; KLF – транскрипционные Krüppel - подобные факторы ; LPL - липопротеинлипаза; GLUT-4 – транспортер глюкозы 4 типа; CORS-2G – коллагенозные повторы, содержащие последовательность 26 kDa протеина; Krox20 -  проадипогенный фактор; IGF-1 -  инсулино-подобный фактор [6].  

CCAAT/ энхансер - связывающие протеины (C/EBP) относятся к большому семейству, в состав которого входят шесть чрезвычайно консервативных факторов транскрипции (α, β, γ, δ, ε и ζ).  Трое членов этого семейства, C/EBPα, C/EBPβ и C/EBPδ, экспрессируются и  коричневой жировой  (ВАТ), и белой жировой (WAT) тканями и  регулируют фазы адипогенеза. C/EBPα действует как активатор для многих генов адипоцитов,  например транспортера глюкозы 4 типа (GLUT4), лептина и специфичного для жировой ткани белка, связывающего ЖК, (aP2),  отвечает за уровень инсулиновых рецепторов и уровень одного из их первичных субстратов (IRS-1) [7].  Исследования фибробластов показали, что C/EBPα только совместно с PPARγ2, протеинами, называемыми рецепторами, активируемыми пролифератором пероксисом гамма - (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARγ), индуцирует дифференцирование адипоцитов [8].  Кроме того, C/EBPα и C/EBPδ могут действовать и в других точках терминальной дифференцировки адипоцитов, помимо индукции PPARγ.  

Стерольные  протеины, связывающие регуляторные элементы (SREBP),  известны как модуляторы транскрипции многочисленных генов, кодирующих протеины, которые функционируют и в  метаболизме холестерина, и в  метаболизме жирных кислот (ЖК). Семейство SREBP состоит из трех протеинов: SREBP-1a, -1c и -2, которые кодируются двумя независимыми генами.  Хотя все три SREBP способны к активации экспрессии подобных генов, но регулирование  биосинтеза ЖК опосредовано прежде всего SREBP-1a и адипоцит-детерминированный и от дифференцирования - зависимый фактор 1 (ADD1)/SREBP-1c, которые индуцируются в процессе адипогенеза.  Эти факторы играют ключевую роль между изменениями в питании и программами липогенных генов [7].

Как последствие этих транскрипционных главных событий, незрелые адипоциты начинаются накапливать липидные капельки и экспрессировать поздние маркеры дифференцирования, например C/EBPα, GLUT-4, перилипин, а также липогенные и липолитические ферменты. Кроме того, зрелые адипоциты характеризуются экспрессией и секрецией высокоспецифических и очень поздних маркеров дифференцирования, таких как лептин, адипонектин, резистин, висфатин, оментин, адипсин и коллагенозные повторы, содержащие последовательность 26 kDa протеина (рис. 1). Эти молекулы не только регулируют энергию, метаболизм глюкозы и липопротеинов, но и являются про- и антивовоспалительными медиаторами жировой ткани [6]. Так, адипонектин и CORS-2G представляют собой антивовоспалительные, тогда как резистин и лептин относятся к провоспалительным адипоцитокинам [9, 10].

B. Tранскрипционное регулирование 

Механизмы дифференцирования адипоцитов характеризуются сложным и высокорегулируемым взаимодействием стимулирующих и ингибирующих факторов транскрипции (Рис. 2 и 3).
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Рис. 2. Транскрипционные стимулирующие факторы, контролирующие дифференцирования адипоцитов. IBMX - изобутилметилксантин [6].

Фактор транскрипции Krox20 экспрессируется в преадипоцитах и представляет один из самих ранних факторов, вызывающий адипогенез. Krox20 действует на ген C/EBPβ через активацию промотора этого гена [11]. Гормональные стимулы, такие как инсулин и глюкокортикоиды или изобутилметилксантин (IBMX), триггер адипогенного дифференцирования, через индукцию экспрессии C/EBPβ и C/EBPδ действуют на ранней фазе адипогенеза - на стадии преадипоцитов (дексаметазон увеличивает экспрессию гена C/EBPβ, тогда как IBMX увеличивает экспрессию гена C/EBPδ). Совместно C/EBPβ и C/EBPδ вызывают экспрессию фактора KLF5,  который относится к группе транскрипционных Krüppel-подобные факторы (KLFs). Экспрессия членов этого семейства KLF5, KLF2 и KLF15, вызванная C/EBPβ и C/EBPδ, регулирует экспрессию PPARγ2 [12, 13]. В процессе адипогенеза задействованы и другие факторы KLFs, а именно KLF3, KLF4 и KLF6. например, экспрессия KLF4 индуцируется в ответ на цAMФ и в комбинации с проадипогенным фактором KROX20 повышает экспрессию C/EBPβ (рис. 2) [14].

 PPARγ связываются с лигандами и активируют многие из генов, вовлеченных в захват и хранение ЖК.  Ген PPARγ дает начало трем различным изоформам.  PPARγ1 и PPARγ3 кодируют один протеин, но с  различными транскриптами, которые  экспрессируются повсеместно, тогда как PPARγ2 использует другой промотор и уникален только для WAT. Важная роль PPARγ в дифференцировании адипоцитов продемонстрирована в многочисленных экспериментах, исследующих как  сверхэкспрессию и «оглушение» генов in vitro, как и гены – мишени in vivo  у мышей [15]. Данные этих экспериментов подтверждают, что PPARγ необходимы и существенны для адипогенеза.

PPARγ является центральным регулятором дифференцирования как коричневых, так и белых адипоцитов. Однако, факторы, участвующие в выборе дифференцировки в сторону коричневых или белых адипоцитов, еще неизвестны. 
Таким образом, одновременная активация C/EBPβ, C/EBPδ и KLF5 вызывает экспрессию PPARγ2, который вместе с C/EPBα, ответственен за поддержание дифференцированного фенотипа. Через липидные лиганды образуется ADD1/SREBP1, который дополнительно активирует PPARγ2 [5]. Однажды запущенный каскад поддерживает экспрессию всех критических факторов, а значит и состояние терминального дифференцирования. Однажды экспрессированные, PPARγ и C/EBPα регулируют экпрессию генов протеинов, необходимых для развития зрелого адипоцита. 
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Рис. 3. Транскрипционные ингибирующие факторы, контролирующие дифференцирования адипоцитов [6].

Завершение дифференцирования адипоцитов требует экспрессии  сигнального трансдуктора  и активатора транскрипции STAT5,  который опосредованно супрессирует активность PPARγ через экспрессию адипоцитарных генов (рис. 2). STAT относится к семейству цитоплазматических протеинов, активирующих промежуточную экспрессию генов в ответ на внеклеточные эффекторы, которые являются  рецепторами – мишенями  киназной активности или рецепторами, с которыми связывается киназа Януса (JAK).  Экспрессия трех членов этого семейства (STAT1, STAT5A и STAT5B)  регулируется в процессе дифференцирования преадипоцитов. 
В преадипоцитах экспрессия ингибирующих факторов транскрипции снижается, поскольку иначе они ингибировали бы программу дифференцирования. Среди этих ингибирующих путей дифференцирования адипоцитов,  факторы транскрипции GATA-связывающие протеины -2 и – 3 (GATA-2 и GATA-3) функционируют как ингибиторы адипогенеза, подавляя активность промотора PPARγ2 и образуя протеиновые комплексы с C/EBPα и C/EBPβ [16] (рис. 3).

К ингибирующим факторам транскрипции относится также KLF2, который экспрессируется в преадипоцитах и уменьшается при адипогенезе. Он поддерживает состояние преадипоцитов и ингибирует переход последних в адипоциты. KLF2 также подавляет промоторную активность PPARγ2 и восстановливает активность преадипоцитарного фактора (Pref-1) -1, одного из эпидермальных  протеин-подобных факторов роста, ингибирующих дифференцирование адипоцитов [17]. 

Недавно был идентифицирован еще один сигнальный путь регулирования дифференцирования адипоцитов, осуществляемый посредством белков семейства Wnt, которые обладает блокирующим действием (рис. 4). Был выявлен ген, кодирующий белок TLE3, являющийся двойным молекулярным «переключателем», включающим сигналы, стимулирующие образование жировых клеток, и выключающим сигнальные пути, предотвращающие адипогенез. Белок TLE3 работает «в паре» с PPARγ, который включает синтез белка TLE3. Последний, образуя комплекс с рецепторами PPARγ, помогает им активировать другие гены и молекулярные пути, необходимые для образования адипоцитов. Таким образом, белок TLE3 выполняет двойную функцию: он является положительным регулятором для PPARγ и отрицательным для белков Wnt [18]. 
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Рис. 4. Эффекты  белков Wnt – сигнального пути в адипогенезе [18].

Таким образом, PPARγ является центральным регулятором дифференцирования адипоцитов. Все транскрипционные и клеточные сигнальные пути адипогенеза связаны с рецепторами PPARγ, которые регулируются на уровне экспрессии, уровне активации лигандов и уровне посттрансляционной модификации. 
PPARγ – основная фармакологическая мишень адипогенеза
На сегодняшний день выделяют три независимых класса  мишеней в адипоцитах, подходящих для терапевтического вмешательства при ожирении и диабете: 1) адипокины, 2) модуляторы гормональной чувствительности, и 3) энзимы, вовлеченные в хранение липидов. Класс 2 уже утвержден как главная лекарственная мишень для агонистов  PPARγ, класса антидиабетических лекарств, которые увеличивают чувствительность к инсулину [19]. Тиазолидиндионы (ТЗД) являются синтетическими агонистами рецепторов PPARγ. Эти лекарства не только непосредственно увеличивают чувствительность к инсулину, но и способствуют росту новых жировых клеток. Это приводит к улучшению воспалительного состояния, связанного с гипертрофическими адипоцитами, но побочным эффектом является прогрессирования гиперпластического ожирения  [20]. В настоящее время  из ТЗД  используются розиглитазон и пиоглитазон. Как отмечалось выше, PPARγ играют важную роль в дифференцировании преадипоцитов в адипоциты. Заслуживает внимания исследование, показавшее, что наличие делеции PPARγ  у гомозигот приводит к смерти эмбриона, тогда как гетерозиготные мыши имеют фенотип повышенной чувствительности к инсулину без прибавки в весе [21]. Антагонисты PPARγ обладают подобным эффектом на гетерозиготность рецепторов, подтверждая, что ингибирование PPARγ может улучшать инсулинорезистентность  и,  в отличие от полных агонистов PPARγ,  индуцирует  потерю жира тела.

В терапевтических дозах  ТЗД приводят к увеличению веса и усиливают диспозицию жира у грызунов. В одной работе показано, что введение ТЗД крысам  увеличивало число жировых клеток, уменьшая их размер [22]. Но преадипоциты взрослых людей относительно стойки к дифференцированным эффектам ТЗД. Сообщилось, что лечение СД2Т пиоглитазоном приводило к увеличению жировой ткани [23]. Лечение розиглитазоном приводило к увеличенному адипогенезу исключительно в преадипоцитах, но не в фибробластах, полученных от других тканей [24].  

Данные о том, что и усиление активности, и уменьшение количества PPARγ,  приводящие к увеличению чувствительности  к инсулину, вызывает интерес к разработке селективных  модуляторов PPAR,  компонентов, которые действуют как частичные агонисты или антагонисты к PPAR. Селективное действие умеренных агонистов PPAR (SPPARγMs) зависит от разных структурных изменений, которые происходят в области связывания лиганда с рецептором. Эти изменения способны влиять на активацию или репрессию специфических групп генов - мишеней в разных тканях [25].

Галофенат считают оптимальным модулятором, который сохраняет способность повышать чувствительность к инсулину, но с минимальной адипогенной активностью и с меньшим эффектом на вес. Кроме снижения триглицеридов и мочевой кислоты, галофенат существенно снижает уровень глюкозы натощак. Он непосредственно связывается с PPARγ и проявляет свойства умеренного агониста (максимальная активность отвечает 10-15 % активности розиглитазона) [26]. 
В отличие от розиглитазона, метаглидазен демонстрирует умеренную способность повышать адипогенез, но в большей степени индуцирует гены - мишени PPARγ, которые обеспечивают захват, синтез и хранение ЖК в адипоцитах. У пациентов с СД2Т, которые получают инсулин и метаглидазен, отмечается эффективность, схожая с коммерческими ТЗД, но при этом увеличение веса и отеки уменьшены [27], что характеризует метаглидазен как оптимальный SPPARγM с улучшенным профилем безопасности по сравнению с ТЗД. 

В последнее время исследуются новые SPPARγMs. Соединения МВХ-102, МВХ-2044 и INT-131 изучены до фазы ІІ/ІІІ клинических испытаний. МВХ-2044 проявил более сильные, чем МВХ-102, метаболические функции. INT-131 эффективнее, чем розиглитазон, в снижении уровней глюкозы плазмы, инсулина, триглицеридов, СЖК и индуцированной глюкозой секреции инсулина [26]. Терапевтическая эффективность, клиническое значение и токсичность этих соединений еще окончательно не выяснены.

Другой подход в преодолении возрастания веса тела  при приеме полных PPARγ агонистов состоит в разработке агонистов,  действие которых осуществляется на две или на все три изоформы PPARs.  Согласно существующей гипотезе, стимуляция PPARα и/или PPARδ активирует окисление жирных кислот  и отменяет адипогенный эффект PPARγ агонизма  [28].  Клинические исследования рагаглитазара (фаза ІІ) и тезаглитазара (фаза ІІІ клинических испытаний) подтверждают благоприятное влияние препаратов на чувствительность к инсулину,  уровни  липопротеинов высокой плотности и триглицеридов. Учитывая показанные одновременно побочные эффекты (повышение массы тела, отеки, сердечная недостаточность), исследование были приостановлены [29]. В многоцентровом двойном слепом плацебо-контролируемом испытании эффект двойного агониста мураглитазара PPAR α / γ приводил к снижению гликозилированного гемоглобина, уровня глюкозы натощак,  инсулина, С-реактивного белка и показателей липидного обмена. Риск развития сердечно-сосудистых заболеваний по сравнению с применением плацебо или использованием пиоглитазона снижался. Однако, подобно другим агонистов PPARγ,  мураглитазар увеличивал массу тела и приводил к развитию отеков. Исследования были  приостановлены [30].

Блокаторы рецепторов ангиотензина II первого типа (ATR1), сартаны,  могут нивелировать влияние активации РРARγ на увеличение веса и  параллельно с этим сохранять позитивный метаболический эффект. Результаты завершенных экспериментальных исследований эффектов блокаторов ATR1 свидетельствуют о повышении чувствительности тканей к инсулину.  Сартаны селективно блокируют рецепторы  АТR1, что приводит к стимуляции рецепторов ангиотензина II второго типа (АТR2) и PPARγ. Стимулирование PPARγ сопровождаются гиполипидемическими эффектами  сартанов (общий холестерин, триглицериды, липопротеинов низкой плотности)  и повышением липопротеидов высокой плотности. Кроме этого, блокаторы рецепторов АТII способствуют ремоделированию жировой ткани, снижая концентрацию СЖК и увеличивая экспрессию адипонектина, который повышает чувствительность тканей к инсулину. Олмесартан значительно снижает размеры адипоцитов у крыс на фруктозной диете и улучшает толерантность к глюкозе [31]. 
Takeda Pharmaceuticals провели вторую и третью фазы клинических испытаний последующих поколений сартанов: азилсартану (ТАК-536) и его производного азилсартана медоксомила (ТАК-491) у пациентов с артериальной гипертензией. Мощный антагонист рецепторов АТR1 азилсартан структурно похож с кандесартаном. На модели мышей с диабетом показано, что даже очень низкие дозы азилсартану значительно повышают экспрессию гена PPARγ в адипозной ткани [32].

Другой компонент с бивалентной фармакологией антагонизма АТR1 и частичным агонизмом  PPARγ  антагонист  АТR1 -  PF03838135 - намного эффективнее снижает инсулинорезистенность по сравнению с телмисартаном. По эффективности он сравним с полным агонистом пиоглитазоном,  но у него отсутствует побочный эффект – повышение веса тела [32]. 
Усовершенствования эффективности новых лекарственных препаратов, возможно, обнаружат в двух областях: лиганды, которые имеют более полный эффект на PPARγ, или агенты, которые стимулируют PPARγ /RXR гетеродимер через иные пути. Получение как можно большей информации о компонентах PPARγ - сигнальной системы (эндогенные лиганды и ферменты, уровни и модификация  рецепторов, коактиваторов и корепрессоров, транскрипционные мишени), возможно, приведет к лучшему пониманию патогенезу диабета и ожирения. Дальнейший прогресс в идентифицикации этих компонентов способствует созданию более эффективной терапии для  диабетических пациентов и устранению побочных эффектов имеющихся фармакологических препаратов, мишенью которых являются PPARγ,  при сохранении основного метаболического действия.
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РЕЦЕПТОРЫ PPARγ КАК ЦЕНТРАЛЬНЫЙ АДИПОГЕННЫЙ РЕГУЛЯТОР И ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ МИШЕНЬ
Рецепторы, активируемые пролифератором пероксисом, (PPAR)- γ являются центральным регулятором дифференцирования адипоцитов. Все транскрипционные и клеточные сигнальные пути адипогенеза связаны с этими протеинами, регулируемыми на различных уровнях. Ядерные гормональные рецепторы PPARs активируются некоторыми агонистами, включая группу сенситизеров инсулина тиазолидиндионов, некоторые сартаны и фибраты. В последние годы значительные средства инвестируются в развитие более эффективных специфических агонистов PPAR, двойных,  пан-  и частичных агониcтов, а также селективных лигандов с целью охватить полный спектр коррекции метаболических нарушений.
PPARγ RECEPTORS AS CENTRAL ADIPOGENIC REGULATOR AND PHARMACOLOGICAL TARGETS
It is now believed that adipose tissue has the auto-, para- and endocrine effects. Adipocytes experience constant change throughout life, and which are determined by genetic factors, and nutrientnym status of organism. Process differentiating adipose tissue (adipogenesis) involved in physiological and pathophysiological states, correction which must be determined and therapeutic and preventative strategy as in excess of adipose tissue (obesity) and with its disadvantages (lipodystrophy and lipoatrophy).

The mechanisms of adipocyte differentiation are characterized by complex and highly regulated stimulating and inhibiting transcription factors. Simultaneous activation of factor C / EBPβ, C / EBPδ and KLF5 induces expression of receptor peroxisome proliferator-activated (PPAR) γ, which together with the factor C / EPBα, are responsible for the maintenance of a differentiated phenotype. Once started cascade supports expression of critical factors, and hence the state of terminal differentiation. Once expressed, PPARγ and C / EBPα regulate exress  of genes of proteins that are necessary for the development of the mature adipocyte. Completion of adipocyte differentiation requires the expression of the signal transducer and activator of transcription STAT5, which suppresses the activity mediated by PPARγ expression adipotsitarnyh genes.

Thus, (PPAR) γ is a central regulator of adipocyte differentiation. All transcription and cell signaling pathway of adipogenesis are associated with these proteins, regulated at different levels. Nuclear hormone receptors PPARs are activated by some agonists, including a group sensitizers of thiazolidinedione insulin, some sartans and fibrates. In recent years, considerable resources are invested in the development of more effective specific agonists PPAR, dual, pan-and partial agonists and selective ligands to cover the full range of correction of metabolic disturbances.

РЕЦЕПТОРИ PPARγ ЯК ЦЕНТРАЛЬНИЙ АДИПОГЕННИЙ РЕГУЛЯТОР І ФАРМАКОЛОГІЧНА МІШЕНЬ


Рецептори, що активуються пролифератором пероксисом, (PPAR) - γ є центральним регулятором диференціювання адипоцитів. Усі транскрипційні  і клітинні сигнальні шляхи адипогенеза пов'язані з рецепторами  PPARγ, які регулюються на різних рівнях. Ядерні гормональні рецептори PPARs активуються деякими агоністами, включаючи групу сенсітизерів інсуліну тіазолідиндіонів, деякі сартани і фібрати.  Останніми роками значні кошти інвестуються в розвиток ефективніших специфічних агоністів PPAR, подвійних,  пан-  і часткових агоніcтів, а також селективних лігандів з метою охопити повний спектр метаболічних корегувань.
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